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Microcavity array を用いた血中循環腫瘍細胞の単一細胞解析技術の開発	
	
論文要旨（2000 字程度）	
	
	 本研究では、がんの血行性転移に関与する血中循環腫瘍細胞 (Circulating tumor cell: CTC)
の単一細胞レベルでの遺伝子解析を行うための要素技術として、当該細胞の濃縮・単一細
胞レベルでの分離技術の開発を目的とする。 
 
	 本研究は以下の五章から構成されている。 
	 第一章「緒論」では、CTCの解析に用いられる技術である、CTCの濃縮技術と単一細胞
分離技術に関する既往の知見と、CTCの単一細胞遺伝子解析に関する既往の知見について
まとめ、本研究の目的と意義を明らかにした。 
 
	 第二章では、当研究グループで保有する CTC濃縮フィルター「Microcavity array (MCA)」
上からの単一細胞の分離技術として、光硬化性ハイドロゲルを用いた「Gel-manipulation法」
を開発した。本手法は、MCA上の任意の単一細胞を視認可能なサイズの光硬化性ハイドロ
ゲルに包埋することで、ピンセットによる目視観察下での簡便な細胞分離を可能とするも
のである。光照射条件およびハイドロゲルの組成の検討により、数平均分子量 700 の
Poly(ethylene glycol) diacrylateを 100%の濃度で使用することで、単一細胞を分離すること
が可能となり、全血中からの CTCの濃縮と単一細胞レベルでの分離を一体型のデバイスで
行うことが可能となった。また、本手法にて分離した単一細胞に対して遺伝子変異解析を
行うために、全ゲノム増幅反応を実施したところ、分離した全ての細胞から全ゲノム増幅
産物を得ることができた。この増幅産物に対し、Array CGHによるゲノムワイドでのコピ
ー数解析を行った結果、細胞集団解析と同様の傾向が観察され、既往の知見との顕著な差
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異は見られなかった。このことから、本手法で分離した細胞に対して遺伝子変異解析が行
えることが示唆された。これを受け、血液にがん細胞を添加した模擬サンプルから、単一
細胞レベルでがん細胞を分離し、EGFR 遺伝子のシーケンス解析を行った。その結果、全
てのがん細胞で特有の遺伝子変異を検出することができた。以上のことから、CTCの単一
細胞遺伝子変異解析に利用可能なハイスループットな単一細胞分離技術を開発することが
できたと結論づけた。 
 
	 第三章では、CTCの単一細胞遺伝子発現解析に向け、Gel-manipulation法を用いた単一細
胞遺伝子発現解析法を開発した。ハイドロゲル及び細胞内 RNA の安定化による全トラン
スクリプトーム増幅反応への影響を検討したところ、MCAを用いて細胞を濃縮した直後に
RNA を安定化し、全トランスクリプトーム増幅を行うことで、単一細胞から数十 ng の増
幅産物を安定して得ることが可能となった。これにより、血液中からの CTCの濃縮と RNA
の安定化までの操作時間を従来法の 3分の 1程度まで短縮することができ、高精度な遺伝
子発現解析が可能になると示唆された。また、定量 PCRによる増幅産物の解析において、
従来法で分離した細胞と顕著な差異が見られなかったことから、Gel-manipulation法にて分
離した細胞に対して遺伝子発現解析が行えることが示された。さらに、分子標的薬 Gefitinib
を曝露したがん細胞に対して単一細胞遺伝子発現解析を行ったところ、曝露時間に応じて
細胞周期関連遺伝子の発現パターンが大きく変化し、同一のがん細胞種においても薬剤に
対する応答性が細胞毎に異なることが確認された。以上の結果から、Gel-manipulation法を
用いた単一細胞遺伝子発現解析法を開発することができた。 
 
	 第四章では、小径 CTC解析への応用に向け、MCAの改良に取り組んだ。MCAの孔の形
状を従来の丸型から長方形型とすることで、細胞一個によって孔が塞がれない構造を設計
した。その結果、丸型孔よりも低い差圧条件で血液をフィルトレーションすることが可能
となった。また、長方形型孔の短辺を 8 µm とすることで、小細胞肺がん細胞の回収効率
が約 20%向上し、がん細胞と共に MCA上に残存する白血球を減らすことが可能となった。
さらに、長辺を 100 µmとすることで、採血後 72時間経過した血液においてもがん細胞の
回収効率を維持することができ、従来 (採血後 6時間以内)に比べ解析可能な血液の保存期
間を延長することが可能であった。以上より、MCAの小径がん細胞の回収効率の改善と、
解析対象の拡大を達成した。 
 
	 第五章では本研究で得られた成果をまとめ、その意義を明らかにした。本研究では、CTC
解析に向けた単一細胞分離技術の確立及び MCAの改良を達成し、CTCの濃縮工程と単一
細胞分離工程を統合した、これまでに無い単一細胞解析システムを構築した。本システム
は血液中からの CTC の分離の簡易・迅速化を実現し、ゲノム DNA や RNA を対象とした
遺伝子解析を可能とする。これにより、医療機関をはじめとする様々な施設で CTCを解析
することが可能となり、CTC の研究の加速化に寄与できると考えられる。また、MCA の
改良を通じて、メンブレンフィルターによる細胞分離が、細胞のサイズだけでなく、フィ
ルトレーション時の差圧や細胞の変形能といった様々なパラメーターによって制御されて
いる複雑な現象であることを見出した。本研究で得られた孔の形状と差圧が与える CTC回
収性能への影響に関する考察は、メンブレンフィルターによる細胞濃縮技術に関する基礎
的知見を提供するものであり、CTCのみならず、造血幹細胞や有核赤血球等の希少細胞の
解析技術の開発への展開が可能であると考えられる。以上のことから、本研究の工学的、
学術的意義は大きい。	
	
